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glutamique (Glu), la glycine (Gly), la serine (Ser), la valine (Val). 
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PEPTIDES AYANT U]SfE ACTIVTTE DE STIMULATION 
DE LA REPONSE IMMDNITAIRE ET DE REGENERATION TISSULAIRE. 

La pr^sente invention concerne une nouvelle 
faitiille de molecules peptidiques ayant la capacite 
notamment de stimuler 1' expression des cytokines de 
1 ' inf lajnmation et de favoriser la regeneration des 
tissus. L' invention se rapporte done egalement aiox 
compositions phanaaceuticpies contenant au mo ins un des 
peptides* 

On connalt dans l*art ant<§rieur de noinfareux 
facteurs de croissance angiogeniques comme les facteurs 
HARP, MK, FGF-1, FGF^2 , VEGF/ HIVl-tat, HIV2-tat, HGF, 
HB-EGF ou encore 1 ' angiogenine . Parmi ceiix-ci, HMIP 
(Heparin Aff in Regulatory Peptide) , aussi appel^ PEN 
(Pleiotrophin) ou encore HB-GAM (heparin binding ^growth 
associated molecule) , constitue avec MK (Midkine) une 
famille de ces facteurs de croissance/dif f erenclation 
structurellement apparent6s qui se lient a I'heparine, 
et presentent 50% d^homologie en acides amines (1, 2). 

Le facteur de croissance HARP est un 
polypeptide de 168 acides amines contenant un motif N- 
terminal hydroptiobe de 32 acides amines correspondant a 
un peptide signal. Sous sa forme mattire, HARP est une 
proteine secr^tee de • 13 6 acides amines , dans sa forme 
courte. ou 139 acides amines, dans sa forme longue, dont 
le poids moleculaire apparent, d^termin^ en SDS-PAGE en 
conditions reductrices, est de 18 kDa, 

Initialement HARP a ete isole a psrtir de 
cerveaux de nouveaux nes de rat corame une molecule 
induisant in vitro une croissance neuritique (3) 
suggerant que ce polypeptide est implique dans " la 
maturation des cellules neuronales (4) . Plus tard, des 
etudes ont montre que ce polypeptide etait aussi present 
dans des tissus non-neuronaux, dont le cosur (5)., 
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1 'Uterus (6), les cartilages (7), et les extraits d'os 
(8), d^montrant que la fonction de H?mp n'est pas 
lindt^e ^ une activity promotrice d'Line croissance 
netiritique comme precedeinment rapporte (3). 

HARP est capable de stiitiuler la croissance 
de cellules f ibroblasticpies , epitheliales et 
endoth^liales in vitro (6, 9). Cette activite niitog^e a 
^te depuis confirmee par 1 ' utilisation de prot^ines 
recombinantes produites ^ partir de syst^es 
d'ejcpression eucaryote (9, 12). HARP induit egalement in 
vitro la formation de pseudo-capillaires (12) . In vivo, 
dans differents modeles tissulaires, la localisation de 
HARP est notainment associ^e a\ix cellules endotheliales 
des capillaires sanguins (16). A I'heure actuelle, les 
donn^es concernant HARP sugg^rent que ce polypeptide 
joue un r61e dans les m^canismes complexes iir5)liques 
dans 1 'angiogenese et la ndoangiogenese tvunorale. De 
noitibreuses recherches ont 6te effectu^es dans cette voie 
af in de determiner 1 • implication de HARP dans la 
progression tumorale, notanmient dans les tumeurs 
liormonb-d6pendantes comme le sein ou la prostate. 

Des etudes relatives aux propriet^s 
biologiques de HARP ont ^te effectu^es par de nombreux 
laboratoires (2) et en d^pit de resultats controvers6s , 
il apparalt admis que HARP, tout comme MK, est implique 
dans le contrdle de la proliferation cellulaire {2, 9- 
11). De plus, il a ete demontr^ que les pro twines 
recombinantes purifiees humaines de HARP sont 
mitog^niques pour les cellules endotheliales (9,12), et 
exercent in vitro une activite angiog^nique (12). De 
nombreuses etudes ont montr^ 1 ' iittplication de HARP et MK 
dans des precedes de developpement (10, 13, 14). Des 
etudes de distribution de I'ARNm de la proteine HARP 
pendant le developpement embryonnaire et postnatal 
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suggerent des fonctions importantes dans la croissance 
cellulaire et la dif f erenciation (15) . Toutefois, les 
fonctions physiologiques In viva de ces molecules ne 
sont que tres peu connues . La presence de transcripts de 
5 HARP dans les tissus adultes incluant les meninges, 

l*iris, les testicules et 1 ' uterus indiquent aussi mi 
rSle physiologique durant 1 ' i.ge adulte . 

Les travamc de recherche realises dans le 
cadre de la pr^sente invention ont porte sur de nombreux 
10 facteurs de croissance angiogenigues, comme FGF-l, FGF- 

- 2, VEGF, HlVl-tat, HIY2^tat, HB-EGF, Angiogenin, HARP et 
MK, et ont pexmis aux inventeurs d' identifier des 
sequences peptidigues qui se retrouvent dans plusieurs 
de ces facteurs, A partir de celles-ci, les inventeurs 
15 ont construit des molecules peptidigues riches en acide 

amines basigues lysine (K) et arginine (R) , 

Le tsLbleau I ci-dessous rapport e des 
portions de sequences ricjies en acides amines basiques 
de plusieurs facteurs de croissance ou les positions des 
20 acides amines basiques sont sensiblement alignees. 

Tableau T 



Facteur de croissance 


S^ouence 


BAKP {1-14) 


GKKEKPEKKVKKSD 


HIV-2-tat (70-92) 


K-GLGICYERKGRRRRTPKKTK-TH 


HB-EX3F (85-114) 


ATPNKEEHOCRKKKGKGLGKKEIDPCLRKYK 


HARP (108-132) 


KLTKPKPQAESKKKEKEGKKOEKML 


FGF-2 (116-141) 


RSRKYTSWYVALKRTGOYKLGSKTGPGOP 


HGF t25-50) 


lAIPYAEGQRKRRNTIHEFKKSAKTT 


VEGP (145-170) 


RGKGKGPKRKRKKSRYKSWSVPCGP 


HIVl-tat (41-65) 


KGLGISYGKKKRROKE?RPPQGNOAH 


MK (106-122) 


PKTKAK2^KaKKGKG-KD 


MK (1-11) 


KKKDKVKKGGP 


Angiogenine (24-50) 


RYCESIMRItRGLTSPCKDINTFIN 


FGF-1 (15-42) 


KFNLPPGNYKKPKLLYC SNGGHFLRILP 
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IfGF-1 (115-140) iKKHftEKMWFVGIiKKNGSCKRGPRTHYGOK 

L' invention a done pour objet un peptide 
r^pondant a la formule (I) suivante : 

(A)„ - Al - Al - A2 - Al - A3 - A4 - Al - (A), 
5 . Dans laguelle : 

. A est un acide amine guelconque, 
. n et m sent chacun des noitibres entier de 0 
a 20 dont la soitime n + m est comprise entre 0 at 20, de 
preference entre 0 et 15 et tout pr^f erentiellement 
10 entre 0 et 10, 

. Al est un- acide amin^ basigue et plus 
particuli^rement la lysine (Lys) ou I'arginine (Arg) , 

, A2 est xai acide ainin^ choisi pcormi : les 
acides amines basiques / 1 ' acide glutamique (Glu) , la 
15 glycine (Gly) , 1 ■ acide aspartique (Asp), . 

. A3 est un acide amine choisi parmi : les 
acides aitiines basiques, la proline (Pro), 1' acide 
glutamique (Glu) , la glutamine (Gin) , 

. A4 est un acide amine choisi parmi : les 
20 . acides amines basiques, 1' acide glutamique (Glu), la 
glycine (Gly), la serine (Ser) , la valine (Val) . 

Les peptides de formule (i) selon 
1' invention seront aussi d^sign^s "pAHA" pour "peptide 
angiog^nique de HARP" . 

25 L- invention envisage plus particuliferement, 

les peptides de f ormules suivantes : 

(II) (A)„ - Lys - Lys - Glu - Lys - Pro - Glu - Lys 
(A). 

(III) (A)„ - Arg - Lys - Gly - Arg - Arg - Arg - Arg 



30 (A)„ 
(IV) 

(A). 

(V) 

(A)„ 



(A)„ - Lys - Arg - Lys - Lys - Lys - Gly - Lys - 
(A)„ - Lys - Lys - Lys - Lys - Glu - Gly - Lys - 
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(VI) {A)„ - Arg - Lys - Arg - Lys - Lys - Ser - Arg 

(VII) (A)^ - Dys - Lys - Arg - Arg - Glri - Arg - Arg 
, (A), 

(VIII) (A)^ - Lys - Lys Asp - Lys - Val - Lys - Lys 

dans lesquelles A, n et m ont la meme 
signification que dans la fonaule (I) , 

Le peptide.de formule (II) a ^te defini plus 
particulierement a partir de la sequence de HARP (1-14) * 

Le peptide de formule (XII) a 6te defini 
plus particulierement a partir de la sequence de HIV tat 
(70-92) . 

Le peptide de formule (IV) a 6t6 defini plus 
particulierement a partir de la sequence de HB-BGF (85- 
114) i 

Le peptide de formule (V) a ete defini plus 
particulierement a partir de la sequence de HARP (108- 
132). 

Le peptide de formule (VI) a ete defini plus 
particulierement a partir de la sequence de VEGF (145- 
170). 

Le peptide de formule (VII) a 6t4 defini 
plus particulierement k partir de la sequence de HIV tat 
(41-65) . 

Le peptide de formule (VTII) a 6t6 defini 
plus particulierement a partir de la sequence de MK (1- 
11) . 

Les peptides de 1' invention peuvent etre 
prepares par synthase chimique ou par des techniques 
d' expression genetique cl partir de la sequence 
polynucleotidique correspondante par des techniques 
connues de I'homme du metier. 
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Les inventeurs ont mis eix Evidence que les 
peptides pAHfi. presentent des propri^tes angiogeniques et 
cicatrisantes Gomme HARP et a des doses comparables 
(ED50# 5-50 ng/ml) . lis ont en effet observe 1 • activite 
5 remarquable de ces peptides sur 1 ' ischemie vasculaire 

(angiogen^se) et la r^g^^ation musculaire et la 
cicatrisation. lis ont aussi montre que les peptides de 
1' invention sont capables de stimuler 1' expression des 
cytokines de 1 ' inflammation et sont done utiles pour 

10 pr^venir ou traiter les maladies li^es k 

I'iimnunodepression, et tout particuli^rement le sida. 

L' invention se. rapporte done egalement ^ une 
composition pharmaceutique contenant un ou plusieurs des 
peptides precedents, associes dans ladite composition 

15 avec un ou plusieurs vehicules pharmaceutiquement 

acceptables. 

Compte tenu des propriet^s des peptides ' 
decrits ci-dessus sur la regeneration tissulaire, 
1' invention conceme tout particulierement une 

20 composition comprenant un ou plusieurs peptides pAHA, et 

eventuellement un autre compose, utile pour favoriser la 
reg^^ration et la crpissance cellulaire, comme la 
croissance musculaire, et done dans la cicatrisation. 

Du fait des propri^tes des peptides decrits 

25 ci-dessus sur 1 ■ angiog^nfese, 1' invention conceme tout 

particulierement une conposition con^renant un ou 
plusieurs peptides pAHA, et Eventuellement un autre 
compost, utile pour prevenir ou traiter. 1" ischemie 
vasculaire. 

Corame indiqu6 precedeniment , les travaux de 
recherche effectues dans le cadre de 1' invention, ont 
perrais de mettre en evidence des propri^tes inattendues" 
des pAHA sur la proliferation des cellules circulantes 
du sang, et tout particulierement des cellules 
35 mononucleees du sang peripherique . Une etude detaillee 
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de cette propriete a permis de montrer les proprietes 
stimulatrices de pAHA sur certaines cytokines, tout 
particulierement les cytokines de 1' inflammation. 

II a en effet ete observe la presence d'ARNni 
de la proteine HARP dans les cellules des vaisseaiix 
sanguins, a la fois des cellules endotheliales et des 
cellules des muscles lisses, ainsi que dans les glandes 
mainmaires hinnaines (16) . En outre, il a ete rapporte que 
HARP est un facteur de croissance angiog^nique (12) et 
qu^il est synthetise et localise dans les cellules 
endotheliales vasculaires (16) . 

lies inventeurs out done . evalue 1 ' activite in 
vitro de ce facteur de croissance sur des PBMCs 
(cellules mononucl^ees humaines du sang peripherique) 
fraichement isolees en incubant des PBMCs avec le 
facteur HZ^P ou avec un peptide pAHA, Les resultats 
obtenus montrent .que' HARP et pAHA sont capables de 
stimuler 1 ' incorporation de thymidine tritiee dans le 
noyau des PBMCs. Ces resultats d&aontrent done que la 
molecule HARP ainsi que le peptide pAHA stimulent 
fortem^nt la proliferation des cellules mononucl^^es 
humaines du sang peripherique, et talus particulierement 
apres lone semaine on observe une augmentation de la 
population des lymphocytes 

Lies differentes experiences menees par les 
inventeurs .ont montre que HARP est act if sur la 
proliferation des lymphocytes a des concentrations tres 
faibles. de 1 ' ordre de 10 pH-. Ce resultat etonnant a 
-conduit les inventeurs a considerer que ae facteur HARP 
doit se fixer k son recepteur sur les PBMCs avec une 
forte af finite. 

Apres incubation des PBMCs avec le facteur 
HARP, aucune augmentation du taux -d*Ili2 n^a ete 
observee* Les inventeurs ont done conclu que HARP n'agit 
pas sur la production des interleukines IL2, mais que 
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HARP, et pAHA, se fixent avec une forte af finite ^ un 
recepteur specif igue present sur les lymphocytes, et 
induisent • 1 ' activation des sites des interleukines , tout 
particulierement des sites de IL2, 
5 A ce jour, les recepteur s de HARP sont tres 

peu connus. La presence de site de liaison de forte 
affinity (Kd = 600pM) avec HARP dans les cellules HIH 
3T3 a deja ete rapport^ (20), Ces sites de liaison de 
HARP ont aussi 6t6 retrouves dans plusieurs types 

10 cellulaires, incluant les cellules de rein de rats, 

cellules de 1 ' adenocarcinome mammaire d*hoinme, cellules 
du carcinome epidenoigue d^homme, cellules de 
1 'hepatocarcinome humain, neuroblastes de. souris, et 
cellules du pheochromocytome . 

15 II est Gommunement admis qu'aucune reponse 

biologique transmise par HARP n»a ete observee sur ce 
type de cellules, et par consequent qp^e ces sites de 
fixation ne peuvent pas dtre consid^res coinme des 
r^cepteurs f onctionnels • Des Etudes paralleles decrivent 

20 les interactions entre HARP et les prot^oglycane sulfate 

heparan, cointne syndecan^l et syndecan-3 . XI a et^ montr^ 
que Synde^ran-B interagit avec HARP avec un Kd apparent 
de aoOpM. Ce proteoglycane sulfate heparan est impliqu^ 
dans I'activite d ' excroissance . neuritique de HARP 

25 puisgue les anticorps anti— syndecan-^S peuvent bloquer 

cette activite (21) . 

Plus receinment, un rapport .de Maeda et al* 
decrit la fixation de HARP avec des sites de fixation de 
faible {Kd-3nM) et de forte (Kd=250pM) affinite au 

30 phospacan, un variant extracellulaire d/un recepteur 

similaire une proteine tyrosine phosphatase RPTP J5 

(22). 

De fagon interessante, bien que MK (Midkine) 
et HARP appartiennent a la meme famille de molecules, et 
35 que les deux induisent ime excroissance netiritique (17, 
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23). aucune induction d* incorporation de thymidine 
tritiee chez les PBMCs n'a ete detectee en utilisant Mk, 
suggerant que MK et HARP se f ixent sur des receptenrs de 
surface differents, ce qui a d'ailleurs ete receinment 
demontri (24, 25) , De plus, les deux molecules sent 
exprimees et isolees en utilisant des methodes 
exp^rimentales analogues, incluant le m^e systeme 
recombinant d' expression et les memes techniques de 
purification. Le fait <^e 1 ' incorporation de thymidine 
tritiee observe uniquement avec HARP, et non avec jyEK 
exclut la presence d'un contaminant bacterien pr^sentant 
une activite mitog^e vis a vis des PBMCs. 

Selon les doiineurs de PmiCs, des indices 
differents de stimulation ont 6te observes. L'effet 
mitogenique induit . par • HARP le plus signifiant est mieux 
observe en utilisant des cellules quiescentes, sans 
activation des PBMCs par des lectines, comme PHA 
preconise pour 1 ' activite mitogenique induite par IIj2 . 
Ce resultat confirme bien le fait que HARP n'induit pas 
une stimulation d^ la production d'IL2. 

Les resultats obtenus montrent done que le 
peptide pAHA agit sur la proliferation de cellules 
immunitaires, et plus specif iquement sur les lymphocytes 
T. En consequence, 1 ' invention se rapporte plus 
parti culierement a une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs peptides pAHA, et 
eventuellement un autre compost, utile pour stimuler la 
proliferation des cellules mononucleees du sang, et tout 
particulierement des lymphocytes T, La stimulation de la 
proliferation des cellules lymphocyt aires T est tout 
particulierement utile dans le traitement des malades 
immune -supprimes , 

Une autre observation a ete faite sur des 
cellules provenant de sang de patients atteints de sida. 
Dans l^exemple 4 ci-apres, les inventeurs montrent 
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cominent la stimulation des cellules du sang du malade 
par les peptides de 1' invention permet ^'amplifier in 
vitro la replication du virus HIV et ainsi de favoriser 
sa detection et done son typage. Des compositions 
comprenant des peptides de 1' invention sont done aussi 
utiles pour le diagnostic d'tine infection par les virus 

mv. 

En mati^re de traitement d'une infection par 
les virus HIV, 1 ' ef f icacite des agents anti-viravix sera 
renforc^e en les administrant prealablement ou 
simultan^ent avec un ou plusieurs peptides de 
1' invention. En effet, les peptides de 1' invention vont 
favoriser la replication et la liberation des virus HIV 
in vdvo, notairanent des virus HIV r^siduels, qui res tent 
presents dans 1 ' organisme apr^s un traitement anti- 
viral. L' administration des peptides selon 1' invention, 
en activant ces virus, les rendrait ainsi plus 
accessibles aiix agents antivirainc, et plus aisement 
des true tibles . 

II est par ailleurs connu que, outre 11,2, 
les. cytokines de manikre gen^rale jouent un rdle sxxr la 
proliferation cellulaire, plus particulierement des 
cellules du sang. Les inventeurs ont done cherclie a 
mettre en Evidence ie r61e de HARP et de pAHA sur 
1 • expressicin des cytokines. II a ainsi 6t6 mis en 
Evidence des . propri^t^s inductrices de I'escpression des 
cytokines de 1 ' inflammation. Par cytokines de 
1 ' inflammation ' il faut . entendre pr4f 6rentiellement 
TNFalpha, ILl, IL6, et INFgararaa. 

Les inventeurs ont done test6 1 ' induction de 
1' expression de trois cytokines de 1 ■ inflammation 
(TNFalpha, ILl et IL6) par les cellules PBMCs trait^es 
par HARP, et 1 ' induction de 1' expression d'IL6 par deux 
peptides pAHA conformes k la presents invention dont les 
sequences sont rapportees dans 1 ' exemple 5 ci-apr^s. Les 
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resultats obtenus avec la molecule HARP indiquent que 
HARP est capable d'induire d*une fagon dose dependante 
!• expression des cytokines TISfFalpha, ILl et 

Les resultats obtenus avec les deux peptides 
5 pAHA montrent gu'ils sont capables de stimuler 

1* expression d'IL6. One augmentation de 1' expression de 
ces cytokines est egalement detectee apres adjonction 
aux cellules d'autres peptides conformes a la pr^sente 
invention,- issus de 1 ' angiogenine et de la^ proteine tat 

10 {voir tableau I) . Aucune expression de ces cytokines 

inflainmatoires n'est detectee lorsque la molecule HARP 
est denaturee, 

Ces resultats montrent que . HARP et pAHA ont 
in vitro et in vivo la capacity de stimuler plus de 100 

15 fois la production de cytokines de 1 ' inflammation • En 

cqnsequence, 1 ' invention se rapporte tout 

particulierement ■ a une composition pharmaceutique " 
comprenant un ou plusieurs peptides pAHA, ■ et 
eventuellement un autre compose/ utile pour stimuler la 

20 production des cytokines de 1 ' inflammation. Une telle 

composition selon 1 ' invention est done particulierement 
indiquee dans . la prevention ou le traitement des 
maladies li^es 1 ' immunpdepression* 

Ces travaux ont montre que les tissus 

25 traites par HARP ou pAHA presentent un nombre de 

cellules mononucl^^es tres important favorisant ainsi la 
r^en^ration musculaire. Ces resultats combines k ceux 
decrits precederament concemant I'effet des peptides 
pAHA sur la regeneration cellulaire et tissulaire, 

30' demontrent l^feffet de HARP et. de pAHA sur le 

regeneration tissulaire, et plus particulierement des 
tissus musculaires . 

Ces resultats permettent en outre d'utiliser 
les peptides de 1 ^ invention ou une composition les 

35 contenant pour favoriser ' la croissance et la' 
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differentiation de cellules en culture, notaimnent de 
cellxiles lymphoides , comme des cellules endotheliales et 
des lyiophocytes. T. En effet, la culture de ces cellules 
est souvent pratiques dans "le cadre de tests de 
diagnostic . 

Comme indiqu^ pr^cedemment les peptides de 
1' invention peuvent ^tre produit par esqpression 
genet ique d'une sequence polynucl^otidigue codant 
lesdits peptides. L' invention a done aussi pour objet 
une molecule d'acide nucl^ique constitute par ou 
coitprenant au moins une sequence polynucleotidique 
codant pour un peptide defini prec^demraent . De telles 
molecules d'acide nucleique sont plus particulierement 
des vecteurs, comme des plasmides qui peuvent §tre 
utilises pour transformer des cellules liStes in vit^ro ou 
in vivo. On entend par cellules h6tes par exemples des 
bacttries permettant la production des peptides de 
1' invention. On entend aussi des cellules de raaittmif fere 
tout particulierement humaine, utiles pour des methodes 
de therapies cellulaires ou g&iiques des pathologies 
dtcrites prectdemment pour lesquelles les peptides de 
1' invention sont utiles. L' invention a done encore pour 
objet des compositions comprenant comme principe actif 
au moins une molecule d'acide nucleique ou des cellules, 
definies ci-dessus. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront dans la description qui suit 
concemant des exemples se r^ferant aux dessins en 
annexe dans lesquels : 

La figure 1 montre la stimulation de 
1 ' incorporation de thymidine tritiee dans les PBMCs 
stimulees ou non par HARP. Barre blanche; cellules non 
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stimulees ; barre hachur^e : cellules stimulees par 
100 ng/ml d'HARP. 

La. figure 2 represente I'effet dose reponse 
de HARP teste sur les PBMGs. A) Les cellules sont 
cultivees en absence ou ' en presence de dif ferentes 
concentrations . allant de 0,1 a 100 ng/ml d'HARP (•-•) 
ou de Midkine (MK) (O-O) . Chacune des valeurs 
represente la moyenne des cpm obtenus ± la deviation 
standard. B) Les cellules sont incubees avec la fcoxine 
t.etanique (TT) k 1800 Ul/ml, la phytoliemagglutinine 
(PHA) a 2,5 pg/ml, 1 ' interleukine-2 CIL2) ^ 50 Ul/ml, ou 
non traitees (NT) comme contrdles ' internes de 
stimulation • 

La figure ' 3 represente 1 ' ef f et dose reponse 
de HARP sur des PBMCs. traitees par un anti CD3 , Les 
cellules sont cultivees comme il a ete decrit 
precedemment , II est a noter gue si I'on traite les 
cellules avec 100 ng/ml de HARP en presence de CD3 xme 
forte mortalite cellulaire est alors observee, Barre 
.noire; HARP seulr barre blancbe; HARP anti CD3 . 

La figure 4 represente I'effet dose reponse 
de HARP sur des PBMCs trait^s par la toxine tetanigue* 
Les cellules sont cultivees coirane il a ete decrit 
prec^demment • II est a noter que si .1 ' on traite les 
cellules avec 100 ng/ml de HARP en presence de toxine 
tetanique (800 Ul/ml) une forte • mortalite cellulaire est 
alors observee., Barre hachur6e : HARP seul; barre 
blanche : HARP + toxine tetanique. 

La figure 5 represente 1 ' ef f et de la 

proteine HARP sur la replication du virus HIV par mesure 
de I'lmmuno-reactivite p24. Des PBMCs issues d^un 
patient infecte par HIV sont incubees suivant le 
protocole decrit dans le §1 pendant 3 jours avec des " 
concentrations variables de HARP (0,1-100 ng/ml). La 



wo 01/27136 



14 



PCT/FROO/02786 



20 



30 



replication virale est estim^e par inesure de 
I'iintaunoreactivite associ^e ^ la proteine p24 presents 
dans le milieu de culture. (*) faible mortalite 
cellulaire; (**) forte mortalite cellulaire. La 
5 production du virus est 6valuee par le test "Abott HIV 

Ag monoclonal" qui est un dosage immunoenzymatique sur 
phase solide de type sandwich. Les virus presents dans 
1 • ^chantillon ^ tester sont lys6s par du Triton XlOO 
puis le lysat est incxibe avec des billes en polystyr^e 

10 recouvertes d'anticorps monoclonal anti-p24. Apr^s 

incubation, les billes sont lavees, et la presence 
d' inimunoglobulines specif iques est r^v^lee par 
incubation avec un deiixieme anticorps anti-lg de souris 
couple a la peroj^ydase. La revelation est faite en 

15 rajoutant un substrat de la peroscydase; I'ortho- 

phenyl enediamine 

La figiore 6 represente 1" activation des 
cellules mononucl^ees du sang periph^rigue par les 
peptides HARP. Les PBMCs sont cultiv^s pendant 7 jours 
dans du milieu de culture REMI contenant 10% de sdrum de 
veau foetal en 1' absence ou en presence de 1 ng/ml de la 
proteine HARP ou de 1 }igMl des peptides 1 ou 2. 
L' incorporation de thymidine tritiee est determinie 
comme d4crit precedemment , 
25 La figure 7 represente 1' etude de I'effet de 

HARP svir 1- expression d'lLl apres 3 jours (barres 
blanches) ou 7 jours de culture {barres noires) . Le 
dosage de ces cytokines est realist a I'aide d'un test 
ELISA commercialism par R&D. 



La figure 8 represente 1 ■ ef f et de HARP ' sur 
1' expression de TNFa apres 3 jours (barres blanches) ou 
7 jours de culture (barres noires) . Le dosage de ces 
cytokines est. realise a I'aide d'un test ELISA 
commercialise par R&D. 
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La figure 9 represente I'effet de HARP sur 
1' expression d'IL6 apr^s 3 jotirs {barres blanches) ou 7 
jours de culture (barres noireg) . Le dosage de ces 
cytokines est realise k I'aide d'un test ELISA 
comaercialise par R&D. 

La figure 10 represente 1 ' estpression de IL6 
par les peptide 1 et 2 correspondant aux parties MJ^ et 
COOH du polypeptide HARP, Le dosage de ces cytokines est 
realis.6 ^ I'aide d'un test ELISA commercialise par R&D 
apres 7 jours d ' incubation . 

La figure 11 represente I'effet des peptides 
HARP sur la regeneration musculaire. Le muscle sol6aire 
de rat adulte est ecrase, traite ou non par les peptides 
puis preleve apres 4 jours de regeneration : 

1- : traite par du PBS {50 |Lil) 

2 : traite par le peptide 1 (50 fil, 1 (xg) 

3 : traite par le peptide 2 (50 jil,. 1 p.g) 

La figure 12 illustre I'effet angiogenigue 
du peptide 1 teste dans la CAM. 

A : traitement avec le peptide 1 
B : temoin traits avec du PBS 

La figure 13 est une representation 
scheinatiq[LLe du plasmide utilise pour produire le peptide 
correspondant a la partie N terminale (residus 1 ^ 14) 
de-HARP, 

Exeraple 1 : Effet de la -proteiiie HAPp sur la 

pro li f erat i on de s cellule s mononucleeeg humaines issuer 

de sang p^riphericfue . 

Les cellules mononucleees humaines provenant 
de differents donneurs sains, sent isolees a partir du 
sang periph^rigue apres centrifugation sur coussin de 
Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech) comme il est decrit 
par le fabriguant. Les cellules sont lavees. puis 
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cultivees dans du milieu KPMI 1640 supplemente par 10% 
de s6rum de veau fcetal inactive par la chaleur {56°C, 30 
min) , 100 unites/ml de penicilline et 100 pg/ml de 
• streptoirrycine. Les cellules, enseiaencees ^ 10* cellules 
5 par ml dans ime boite de culture ^96 puits ^ fond rond 

(Costar) , sent cultivees pendant 7 jours en presence ou 
non de la prot^ine HARP recombinante humaine produite 
Chez Coli, ^ la concentration de 100 ng/ml. Dans les 
demi^res 18 beures de culture, 1 nCi de thyirtidine 
10 triti^e est ajout^ dans chacun des puits. La 

radioactivite incorporee dans les noyaux des cellules 
est ensuite mesur^e a 1 • aide d'un compteur k 
scintillation. Les r^sultats obtenus sont representes 
sur la figure 1 . 

^ ' analyse de ces resultats nous indique que 
le polypeptide HARP est capable de stimuler 
1 • incorporation de thymidine tritiee dans le noyau des 
PBMCs. Suivant les donneurs, il est a noter que 1' index 
de stimulation, d^fini comme le rapport de la 

20 radioactivite incorporee dans les cellules trait^es par 

HARP sur celui des cellules temoins, non trait^s par 
HARP, varie de 2,3 k 51,7 fois (cf resultats de 
1 'experience N°4 et N07). Cette diversity de reponse 
peut sugg^rer gu ' il existe une relation entre la r4ponse 

25 des cellules ^ HARP et I'etat d' activation du systeme 

immunitaire de I'individu test6. L'histograrame pr^sente 
en insert dans la figure 1 montre que le traitement par 
100 ng/ml de HARP induit un accroissement du nombre de 
cellules de 2,9 fois par rapport au temoin non traits, 

30 demontrant que 1 ' incorporation de thymidine observ6e est 

bien proportionnelle au nombre de cellules. Ce comptage 
cellulaire a 4it6 effectu4 avec les cellules utilisees 
pour 1' incorporation de thymidine tritiee de 
1 ' experience N° 7 . 
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La courbe dose reponse de la proteins HARP 
(0,1 a 500 ng/ml) testae sur les PBMCs est pr6sent6e sur 
la figure 2A. . ■ 

L' analyse de cette courbe nous indique gu'vin 
effet maximal est obtenu pour une concentration de HARP 
de 1 ng/ml de milieu de culture induisant une 
stimulation de 1 ' incorporation de DNA de 4,5 a 7,5 fois 
par rapport k line culture t^oin realisee sans 
adjonction de HARP. II est k noter que I'on peut 
observer une d^croissance de la radioactivity incorporee 
pour des doses plus elevees de HARP allant de 1 ^ 500 
ng/ral.. Aucune stimulation n'est observ^e en utilisant la 
proteine Midkine (MK) , proteine pr6seritant 50% 
d'homologie en acides amines avec HARP, testae dans une 
gamme de concentration allant de 0,1 k 500 ng/ml.- Les 
contrdles positifs de stimulation ont realises sn. 

utilisant de la phytohemaggiutinine (PHA) 2,5 ug/ml et 
la toxine tetaniQue (TT) 1800 Ul/ml . (fig. 2B) . Aucune 
stimulation n'est observde apres addition d'lL2 montrant 
une al^sence d' activation des cellules utiiisees pour ces 
tests . 

Exeffyple 2 t R8Xe de la Prot-^ir,^ HARP r^.nmn.^ 

co-stimulateur de la reponatg ^m rn unitai tp^ gp^n-i f -i rp io 

L' activation des lymphocytes T peut §tre 
obtenue via I'activateur du recepteur k I'antig^ne (TCR) 
associe au syst^e majeur d' histocompatibility (CMH) . 
Cette activation n^cessite outre la reconnaissance 
specif igue TCR-CMH/antigene, 1' action de molecules ' 
d' adhesion jouant un r61e de coactivation et 
d'airplification de la reponse. Suivant ces donnees, nous 
avons etudie si HARP pouvait amplifier la proliferation 
cellulaire soit par stimulation du recepteur aux 



01i>713RAP I > 



16 



PCT/FROO/02786 



Lvees dans du milieu RPMI 1640 suppleinente pax 10% 
^nm de veau fcetal inactive par la chaleur {56^C, 30 
, 100 vinit^s/ml de penicilline et 100 yg/ml de 
ptom^cine. Des cellules, ensemencees a. 10^ cellules 
ml dans une bolte de culture a 96 puits a. fond rond 
tar),, sont cultivees pendant 7 jours en presence ou 
de la proteine HARP recoiribinante humaine produite 

Coli, a la concentration de 100 ng/ml, Dans les 
L^res 18 heures de culture, 1 ijCi de thymidine 
Lee est ajoute dans chacun des puits. La 
Dactivite incorporee dans les noyaiox des cellules 
ensuite itiesur6e k I'aide d'xin compteur a 
tillation, Les r^sultats obtenus sont representes 
la figure 1, 

L ' analyse de ces resultats nous indique que 

polypeptide HARP est capable de ■ stiitiuler 
::orporation de thymidine tritiee dans le noyau des 
5. Suivant les donneurs, il est a noter que 1' index 
stimulation, d^fini comme le rapport de la 
oactivite incorporee dans les cellules traitees par 

sur celui des cellules temoins, npn traites par 
, varie de 2,3 a 51,7 fois (cf r6sultats de 
perience N<=*4 et N*=*7) , Cette diversite de reponse 

suggerer qu ' il existe une relation entre la reponse 
cellules a HARP et 1 ' etat d' activation du syst^e 
nitaire de I'individu teste. L'histogramme presente 
nsert dans la figure 1 montre que le traxtement par 
ng/ml de HARP induit un accroissement du nombre de 
ules de 2,9 fois par rapport au terooin non traite, 
ntrant que 1 ' incorporation de thymidine observ6e est 

proportionnelle au nombre de cellules, Ce comptage 
ulaire a ' ete ef f ectue avec les cellules utilisees 
1 ' incorporation de thymidine tritiee de 
perience 7 . 
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lymphocytes T a I'aide d'un anti CD3 ou par un antigene 
m^moire, latoxine tetanigue* 

^) ^f^^t de la prot^ine HAEP sur la 

stiimilation induite oar le r^cepteur des Ivmp hnr- ytes T . 

L' activation du recepteur des lymphocytes T 
est obtexlue en traitant des lyirphocytes par ion anticorps 
monoclonal anti CD3 (1/100, Immunotech) . L'effet de HARP 
sur la proliferation cellTilaire des PBMCs, est test6 en 
ajoutant une concentration optimale de HARP (1 ng/ml, cf 
exemple 1) en presence ou non d'anti CD3 . Les cultures 
ainsi que la <3uantif ication de la thymidine triti^e 
incorpor^e sent realisees comme il est d^crit dans 
1' exemple 1* Des resultats obtenus, sont presentes dans 
la fig. 3. 

En absence de HARP, 1' anticorps anti GD3 
(1/100) stimule, apr^s 7 jours d' incubation avec les 
cellules, 1' incorporation de thymidine tritie de 25 fois 
(t^moin; 600 ± 60 cpm, anti CD3; 15000 ± 200 cpm) . A la 
dose de 1 ng/ml de HARP et en absence d'anti CD3 on 
observe pour ce donneur une amplification de 5,8 fois 
pair rapport au tCTioin {temoin; 600 ± 60. cpm, HARP; 3500 
± 200 cpm) . A cette meme dose de HARP, ime amplification 
de 33 fois dans la reponse est observee lorsgue I'on 
realise une costimulation des cellules par HARP/anti CD3 
(temoin; 600 ± 60 cpm, HARP/anti CD3 ; 20.000 ± 200 c^m) 
Ce resultat nous indique que la proteine HARP exerce une 
activite de costimulation additive des lymphocytes dont 
le TCR est active. A des concentrations plus elevees de 
HARP (10 et 100 ng/ml) et en presence d'anti CD3 , une 
incorporation de thymidine plus faible et tres faible 
est observee. 

Nous avons observe dans ces cultures une 
forte mortalite cellulaire qui n'est pas observee quand 
HARP est utilise seul a ces mgmes doses. Ces resultats 
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montrent que HARP a un effet costimulateur dose 
dependant de la r^ponse iinmunitaire associee axix 
lymphocytes T. . 

gffefc ^ la Pro teine HARP sn-r 

stimulation induite r>a r un antiaene* memoire, 

Des cellules PBMCs cultiv^es dans les 
conditions d^crites dans le §1, sent stimul^es par la 
toxine tetanigue (1800 Ul/inl, M^rieux) seule ou eh 
association avec la proteine HARP utilis^e ^ une 
concentration allant de 0,1 k 100 ng/ml. Da toxine 
t^tanique va specif iquCTient amplifier une sous 
population de lymphocytes T meiaoires. 

L'adjonction de la toxine t^tanique k des 
PBMCs, stimule, apres 7 jours d' incubation, 
1 ' incorporation de thymidine tritiee de 71 fois (t&noin; 
600 ± 60 cpm, toxine tetanique; 43000 ± 500 cpm) alors 
qu'une stimulation de 5,8 fois.. par rapport au temoin non 
stimuli est observ^e lorsque les cellules sont incubees 
avec HftRP a 1 ng/ml (t^oin; 600 ± 60 cpm, HARP; 3500 ± 
20O cpm). Une stimulation de 1' incorporation de 
thymidine tritiee de 108 fois par rapport au t^oin est 
observee lorsque les cellules sont costimul6es par HARP 
^ la dose de 1 ng/ml et la toxine tetanique (temoin; 
600± 60 cpm, HARP/toxine tetanique; 65000± 700 cpm) . Les 
r^sultats presentes sur la figure 2 nous montrent une 
synergie d' action sur la stimulation des PBMGs entre un 
antigdne m^moire et HARP. 

Example 3 : — Determin ation clc^ la nomrl a^ -i r>r, 
cellulaire amplifiee apres tr-a ltement nar hrrp dang nnc . 
culture de PSMCs ♦ 

Les cellules ont ete isolees du sang 
periph^rique de sujets normaux., donne\irs de sang. 
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prelev^ sxar tube Vacutainer contenant de I'EDTA. Les 
cellules mononuGleees ont ^te s4parees par gradient de 
ficoll, comptees et ajust^es 4 10« cellules par rta. Les 
cellules sont incub^es pendant 5 jours b. 37 °C en 
atmosphere humide avec 5% de C02 en presence de HARP ou 
d'autres peptides ^ des concentrations qui sont 
mentionn^es dans chacun des exemples d^crits. 

Le tableau XI pr^sente les effets de la 
molecule HftRP test4e k ufie concentration de 1 pg/ml sur 
la proliferation de cellxiles lymphoides . 



Tableau Ij; 
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Atiticorps 


Temoin 


HARP 


Variation 






% 


(%) 


CCD19 


2 


4 




cx:d2 


92 


95 




CCD4 


47 


68 


+45 


CCDS 


33 


22 




CCD16/56 


17 


18 










CCD25 


12 


47 




.CCD45RA 


58 


34 




CCD45RO 


30 


64 


+ 113 


i?A/RO 


1.9 


0.5 










CCD4+CD45RA+ 


22 


15 


-31 


CCD4+CD45RO+ 


21 


49 


+133 


RA/RO 


1 


0.3 





L« analyse des resultats presentes dans ce 
test nous indique qu'apr^s traiteraent d'une culture de 
PBMCs par HARP, on retrouve un fort enrichissement soit 
45% de la population lyinpliocytaire CD4+. Une forte 
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augmentation CD45RO est ^galement observes (+113%) 
corxespondant a une augicientation des CD4 a memo ire 
CD4+/CD45R0+ (+133%). Ces resultats nous indiquent que 
' l^on observe une amplification de lymphocytes CD4+ 
exprimant le CD45R0 caracteristique des lymphocytes T 
m^oire. Get exemple illustre le r61e adjuvant de HARP 
dans la reponse immunitaire notamment par amplification 
et coactivation de la sous population lyn^hocytaire 
CD45RO. 

Exemple 4 — : Action de la molecTilfi HARP ait-t 

des cellules mon onucle^es issues du sana peripherioue 

provenant d'individus infectes par le VTK^ 

L' activation des lymphocytes T et des 
monocytes par les cytokines induit une production et/ou 
ime activation des facteurs nucleaires de la cellule 
hdte capables de reactiver la transcription virale. 
Cette reactivation virale induite par ILl et le TNFa 
depend en partie de 1 'activation' du facteur NF-idD, Au 
cours de 1* infection par le VZH, la secretion par les 
monocytes circulants de cytokines ILl, IL6 et en 
particulier TNTa qui- sont capables d'induire ou 
d'augmenter la replication du VIH dans les lymphocytes 
T/monocytes suggere que ces cytokines peuvent augmenter 
la progression de la maladie. Les resultats de la figure 
5, indiquent que les PBMCs provenant d*un malade sideen 
(CD4 < 2 00/mm^) actives uniquement par la proteine HARP, 
sont capables de produire du virus VZH mesure par la 
production de I'antigene viral p24. Cette production est 
maximale pour une concentration de HARP de 1 ng/ml. Pour 
une concentration de 100 ng/ml on observe une mort 
cellulaire in^ortante. On peut done par cet exemple, 
proposer d'une part que HARP peut permettre d' amplifier 
In -vitro 1* expression de la P24 et §tre utilisee pour le 
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typage des souches virales HIV, et d' autre part in vivo 
coinme 1) indue teur de la replication du virus, 
facilitant ainsi 1' action d' agents antiviraux sur des 
l^miphocytes infect^s quiescents ou 2) ^ des doses 
importantes (correspondantes . aux effets observes In 
vitro a 100 ng/ml, induire la mort des cellules T 
chroniguement activees (voir les exen5)les precedents 
illustris par les fig. 3 et 4) 

Exeffiple ^ : Activahion dPs l ymahnr^i^t^t. . 

des peptides HARP, 



Suivant le protocole decrit I'exemple 1, 
les inventeurs ont teste la capacite de deux peptides 
15 dont les sequences correspondent a la partie NH 

tenninale et COOH terminale de HARP li induire une 
multiplication cellulaire de PBMCs. Les sequences de ces 
peptides sont les suivantes : 

1 : NH2-AEAGKKEKPEKKVKKSDCGEW-COOH; 

20 21 acides amines. 

Peptide 2 : NHj-AJESKKKKKEGKKQEaaOiD-CCXDH; 18 
acides amines. 

Les r^sultats sont present^s dans la figure 
6 et montrent cjue coit^arativesment ,k la proteine HARP, le 

25 peptide 2 est capable d' induire une reponse d' activation 

des PBMCs meilleure que HARP, prfes " de deux fois 
super ieure. Pour des concentrations comparables , le 
peptide 1 a un effet plus faible, pr^s de moitie moins 
que KARP, mais nettement sup^rieur au controle {plus de 

30- deux fois) . 

Exemple 6 ; Indur.hion dp; 1 ' ^TOrg^ssT n-n ^» 

•mFCL, IL6 et n.1 nar des n^ l lule^; prmcs t.i-RM-^^^ 
HRRP. 

35 
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Les cellules ont ete isolees du sang 
peripherique de sujets normaux, donneurs de sang, 
preleve sior tube Vacutainer contenant de I'EDTA* Les 
cellules mononucleees ont ete separees par gradient de 
ficoll, coirptees et ajustees k 10^ cellules par ml. L.es 
cellules sont incubees pendant 3 ou 7 jours a 37 en 
atmosphere humide avec 5% de C02 en presence de 
concentration variable HAJ^ allant de 1 a 1000 ng/ml ou 
de differents peptides q[ui sont mentionnes dans les 
legendes des figures . 

Lies r^sultats sont representee sur les 
figures 7, S et 9, L' analyse de ces resultats nous 
indique que la molecule HARP est capable d'induire d'une 
fagon dose dependant e 1' expression des cytokines II*lp 
(fig. 7), TNFa (fig, 8) et IL6 (fig-9). 

Get exemple montre que les peptides 1 et 2 
dont la st3ructure est donn^e dans I'exemple 5 sont 
capables de stimuler 1' expression d'IL6, tjne 
augmentation de 1 ' expression de ces cytokines est 
egaleiaent d^tect^e apres adjonction aux cellules des 
peptides taf ou d'autres molecules {angiog^ine, 
prot^ine tat; resultat non montre) presentant un domaine 
prot^ique homologue. Aucune expression de ces cytolcines 
inflammatoires n'est d^tectee dans ce systeme lorsque la 
molecule HARP est denaturee ou lorsque les cellules sont 
trait^es avec du LPS. 

Exemple 7 Effet des r^g^p tides HARP dans la 
regeneration musculaire , 

L'effet des peptides 1 et 2, dont la 
structure est definie dans 1 ' exemple 5, sur la 
regeneration musculaire a ete teste suivant le protocole 
enonce ci-dessous et suivant la technique decrite dans 
la publication de Bassaglia et coll (Bassaglia, Y, , and 
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Gautron^ J. (1995) ; Fast and slow rat muscle degenerate 
and regenerate differently after whole crush injur/ ; J, 
Ji&jscle Res. cell Motil. 16, 420-429). Apr^s une 
anesth^sie du rat (rat Wistar de 2 ^ 3 mois) , le muscle 
5 sol^aire est, apres d^ervation, soumis ^ un 4crasement 

^ I'aide d'tane pince h bout plat. L ' ^chantillon a tester 
est alors injecte sous un volume de 50 \il de PBS. Apres 
quatre jours de traitement, les anxmaux sont sacrifies, 
les muscles sont preleves puis congeles dans 1 ' azote 
10 li<3uide. Des coupes de 8 jim sont realises au cryostat 

puis color^es en utilisant le trichrome de Masson. 

Les r^sultats sont pr^sent^s sur la figure 
11. L' analyse de ces coupes indique que le muscle traite 
par 1 (ig de peptide 1 presente un nombre de cellules 
15 . mononucleees (fig. 11.2) beaucoup plus important que les 
muscles trait^s par le peptide 2 (fig. li.3) ou inject^ 
seiilement par 50 jtl de PBS (fig. 11.1). cette 
observation indique que 1' injection du peptide 1 dans un 
muscle dcras4, induit apr^s 4 joxirs de traitement une 
20 augmentation du nombre de cellules mononucleees 

pr4sentes dans les tubes endomysiaiix favorisant la 
regeneration tissulaire. 

Example — S ; Bffet d es per>hide?=t ttrpp 

25 1 ' anaioaenese . 

Le "Chicken allantoic membrane test" (CAM 
test) a ete utilise dans cette etude pour ©valuer in 
vivo I'effet des peptides HARP 1 et 2 sur 1' induction 
30 . d'une angiog^nese. La. structure de ces peptides est 
presentee dans I'exemple 5. La procedure eicperimentale 
est la suivante : 

Des oeuf s de poulet f^condes sont incubes a . 
370c pendant 3 jours. Apres cette periode d- incubation, 
35 deux orifices sont pratiques dans la coquille et 3 a 4 
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10 



15 



ml d'albumine sont aspires a la seringue. Les 
echantillons a tester sont deposes sur des disques de 
methyl cellulose de 3 inin de diametre, Apres sechage, 
chaque disgue est depose au jour 4 dans 1* orifice ainsi 
pratique* Apr^s une peri ode allant de 9 a 13 jours, 
1 ■ observation est effectuee, Chaque point de dosage est 
realise 10 f ois et chaque dosage est repete 3 f ois . 
L* ensemble des ces resultats est presente dans le 
tableau 3 ci-dessous. 

Tableau TTT 



Echantillon 


. FGF-2 
(100 ng) 


Temoin 


HARP 
(1,5 Jig) 


Peptide 1 
(1/5 M.g) 


Peptide 2 
(1,5 |ig) 


Reponse 


+ + + 


+/- 




+ + 





L'effet du peptide 1 sur 1 ' induction d'une 
angiogenese dans la CAM est illustre dans I'exen^le 
suivant {fig. 12 ) * 



Exem-ple 



Expres sion et dossrr^P 



-de 



1^ activity mitog^ne du peiatide cor-T-^.^p ondant a la -p pji-^i^ 
N terminale de la mole cule HARP (r^gidu 1 a Id) . 



20 



25 



Le peptide N terminal (acides amines 1-14) 
de l^HARP humain est obtenu par recombinaison dans un 
systeme d' expression eucaryote. 

Ce peptide est realist a partir du cDNA de 
I'HARP humain sous clon6 EcoRI dans le vecteur 
d' expression eucaryote PcDMA-a (InVitroGen) par creation 
d'un codon stop au niveau de I'acide amine numero 15 
(kit mutagenese dirigee, QuickChange, Stratagene US) . 

Une representation schematique du plasmide 
utilisee est donnee a la figure 13 en annexe. 
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Apr^s verification de la mutation gener^e 
par sequengage, des cellules eucaryotes {NIH 3t3) sont 
transfect^es avec cette construction (Fungene. Roche, 
NJ USA) . L' expression est suivie par Western blot k 
partir des milieux de culture conditionn^s par les 
cellules transfectees en utilisant 1 ' anticorps anti N 
terminale de HARP (residus 1-15, commercialise par Santa 
Cruz, Ca, USA) . Les cellules sont cultiv^es pendant 72 h 
en presence de butyrate puis le milieu conditionn^ est 
r^cupere. Apres purification du peptide impliquant une 
cliromatographie cationique et une phase reverse {Waters, 
Symmetry ®, CIS, 5 pm, 4,6 x 250 mm). L'elution de la 
colonne est realis^e par un gradient lineaire 
d'ac6tonitrile. La presence de peptide dans les 
fractions 4lu4es est suivie par mesure de la densite 
optique a. 220 nm. Le dosage de I'activite mitogene 
induite par le peptide ainsi purifi^ est realist selon 
le protOGole suivant : 

Les cellules utilisees sont des cellules 
HUVBC (Clonetics) utilisees entre les passages 1^5. 
Chacun des puits d'une boite de culture de 48 puits 

(Costar) sont incubus pendant 1 nuit h 40C avec une 
solution d'HARP (100 ng/ml) , de peptide HARP purifi^ 

(100 ng/ml) ou seulement du tainpon. en contrdle n^gatif . 
Apres rincage des puits par une solution de PBS, les 
cellules sont ensemencees a raison de 2 x 10* cellules 
par cm^* dans du milieu de culture DMEM contenant 2% de 
serum de vteu foetal. Chaque dosage est realise en 
triplicate . 

L' induction de la proliferation cellulaire 
est estim^e par comptage des cellules apres 72 heures de 
culture. 

Les r^sultats sont presentds dans le tableau 
IVci-dessous et indiquent que le peptide HARP 
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correspondant ii la partie N terminale de HARP et produit 
par g^nie gen^tique induit la proliferation cellulaire 
des cellules endotheliales • 



Echantillon test6 


Noinbre de cellules 


HARP 


129000 ± 26000 


Contrdle 


30000 ± 8100 


Peptide HARP 


12000 ± 14000 
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REVENDICATIONS 



1). Peptide rdpondant a la formule (I) : 
(A)„ -A1-A1-A2-A1-A3-A4-A1-(A) 
5 dans laquelle : 

. A est im acide amine quelconque, 
. n et m sont chac\m des nombres entier de 0 
k 20 dont la sornme n + m est comprise entre 0 et 20, de 
preference entre 0 et 15 et tout pref erentiellement 
10 entre 0 et 10, 

. Al est un acide amine basique et plus 
parti culierement la lysine (Lys) ou 1 ' arginine (Arg) , 

. A2 est un acide amine choisi parmi : les 
acides amines basiques, 1' acide glutatnique (Glu) , la 
15 glycine (Gly) , 1 • acide aspartique (Asp), 

. A3 est un acide amine choisi parmi : les 
acides amines basi<3[ues, la proline (Pro), 1* acide 
glutamique (Glu) , la glutamine (Gin) , 

, A4 est un acide amin^ choisi parmi : les 
acides amines basiques, 1" acide glutamique (Glu) , la 
glycine (Gly) , la serine (Ser) , la valine (Val) . 



20 



2) Peptide selon la revendication 1, 

caracterise en ce .qu'il repond a I'une des fortnules 
25 suivantes : 

Lys - Lys - Glu - Lys - Pro - Glu - Lys 

Arg " Lys - Gly - Arg - Arg ^ Arg - Arg 

30 (IV) (A)„ - Lys - Arg Lys - Lys - Lys Gly - Lys 

Lys " Lys - Lys - Lys - Glu - Gly - Lys 

(A)„ " Arg - Lys - Arg ^ Lys - Lys - Ser - Arg 

35 



(ID 


(A)„ 






(III) 


(A), 






(IV) 


(A)„ 


(A)„ 




(V) 








CVI) 
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(VII) (A)^ - Lys " Lys - Arg - Arg ^ Gin - Arg - Arg 

(VIII) (A)^ - Lys - Lys - Asp ^ Lys - Val - Lys - Lys 

5 dans lesquelles A, n et m ont la in§me 

signification que dans la formula (I) , 

3) Composition notararaent pliarmaceutique 
contenant un ou plusieurs des peptides selon I'une des 

10 revendications 1 ou 2, associes dans ladite composition 

avec un v^hicule pharmaceutiquement acceptable. 

4) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce gu'elle contient un ou plusieurs des peptides 

15 selon l^une des revendications 1 ou 2, et ^ventuellement 

un autre compose, associes dans ladite composition avec 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable, utile pour 
favor iser la regeneration et la croissance cellulaire, 
comme la croissance musculaire* 

20 

5} Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle contient un ou plusieurs des peptides 
selon I'une des revendications 1 ou 2, et ^ventuellement 
un autre compost, associes dans ladite composition- avec 
25 \m vehicule pharmaceutiquement acceptable, utile pour 

favor iser la cicatrisation. 

6) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle contient un ou plusieurs des peptides 
30 selon I'une des revendications 1 ou 2 , et eventuellement 

un autre compose, associes dans ladite composition avec 
un vehicule pharmaceutiquement . acceptable, utile pour 
prevenir ou traiter 1 ^ isch^iie vasculaire. 



35 



7) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle contient un ou plusieurs des peptides 
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selon I'une des revendications 1 ou *2, et eventuellement 
un autre coirpose, associes dans ladite coinposition avec 
un veliicule ptiarmaceutiquement acceptable, utile pour 
stimuler la proliferation des cellules mononucl^^es du 
sang J. et tout particulierement des Lymphocytes T. 

8) Composition pharmaceutique caracteris^e 
en ce qu'elle contient un ou plusieurs des peptides 
selon I'une des revendications 1 ou 2, et Eventuellement 
im autre compose, associes dans ladite composition avec 
un vehicule ptiarmaceutiquement acceptable, utile pour 
stimuler la production des cytokines de 1 ' inflammation. 

9) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle contient im ou plusieurs des peptides 
selon I'une des revendications 1 ou 2, et eventuellement 
un autre compose, associes dans ladite composition avec 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable., utile pour la 
prevention ou le traitement des maladies liees a 
1 ' immunodepression . 

10) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle contient un ou plusieurs des peptides 
selon I'une des revendications 1 ou 2, et eventuellement' 
un autre compose, associes dans ladite composition avec 
xiQ vehicule pharmaceutiquement ' acceptable, utile pour 
favoriser la replication et la liberation des virus HIV 
in vivo et permettre ainsi une meilleure accessibilite 
aux agents antiviraux. 

11}. Composition caracterisee en ce qu'elle- 
contient un ou plusieurs des peptides selon I'une des 
revendications 1 ou 2, et eventuellement un autre 
compose, associes dans ladite composition avec un 
vehicule acceptable, utile pour favoriser la croissance 
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et la differenciation de cellules en culture, notarament 
de cellules lymphoides coirane des lymphocytes T ou des 
cellules endoth^liales . 

12 ) Composition caracterisee en ce qu'elle 
contient un. ou plusieuars des peptides selon I'une des 
revendications 1 ou 2, et iventuellement un autre 
compost, associ^s dans ladite composition avec un 
v^icule acceptable, utile pour amplifier in vitro la 
replication du virus HIV et ainsi favoriser sa detection 
et son typage. 
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Fig. 4 



Effet de HARP sur la proliferation 
des PBMCs trails par la toxine 
t^tanique 
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Dosage IL1 HARP/PBMC 
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Fig , 10 

Induction dULG sur PBMC 
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Fig. 13 

Nucleotides 1 ^ 138 du cDNA de I'HARP 
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